















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Met #1  982  1025  1041 966  16 1.63% 59 5.76% 5.36%  4.02%  6.43%
30:1(K+4) vs. 
Met #2  1382  1450  1457 1375  7  0.51% 75 5.17% 6.89%  5.45%  7.97%
30:1(K+8) vs. 
Met #1  981  1016  1026 971  10 1.02% 45 4.43% 5.25%  4.04%  6.50%
30:1(K+8) vs. 
Met #2  1410  1395  1429 1376  34 2.41% 19 1.36% 5.10%  4.14%  6.07%
Aha(K+4) vs. 
Met #1  714  891  911  694  20 2.80%197 22.11%      
Aha(K+4) vs. 
Met #2  1045  1238  1255 1028  17 1.63%210 16.96%      
Aha(K+8) vs. 
Met #1  821  809  866  764  57 6.94% 45 5.56%      
Aha(K+8) vs. 
Met #2  1229  1221  1264 1186  43 3.50% 35 2.87%      
Met vs. Met 
#1  1008  1044  1059 993  15 1.49% 51 4.89%      
Met vs. Met 
#2  1042  1100  1109 1033  9  0.86% 67 6.09%      
Met vs. Met 
#3  1423  1444  1468 1399  24 1.69% 45 3.12%      
Met vs. Met 























Exp. 1 & 2  70.8%  92.2%  86.4% 
Exp. 1 & 3  76.6%  90.3%  88.4% 
Exp. 2 & 3  80.8%  90.2%  91.0% 
30 min 
Exp. 1 & 2  25.7%  93.6%  92.5% 
Exp. 1 & 3  25.0%  93.5%  89.3% 













































































































































































































































































































































































































































































P76160  ydfR  Uncharacterized protein  2  ‐1.50 
P0A917  ompX  Outer membrane protein  3  ‐1.17 
P0AD49  raiA  Ribosome‐associated inhibitor  7  ‐1.09 
P13445  rpoS  RNA polymerase sigma factor  1  ‐1.09 
P0AEQ3  glnH  Glutamine‐binding periplasmic 
protein  13  ‐0.93 
P0A6F9  groS  Chaperone  4  ‐0.56 
P0A742  mscL  Large‐conductance 
mechanosensitive channel  3  ‐0.52 
P63284  clpB  Chaperone  27  ‐0.50 
P0A6Z3  htpG  Chaperone  23  ‐0.50 
P0A9K7  phoU  Phosphate‐transport system 
accessory protein  5  ‐0.48 
P0A8E5  yacL  Uncharacterized protein  1  ‐0.48 
P0A6F5  groL  Chaperone  31  ‐0.47 
P0AEX9  malE  Maltose‐binding periplasmic protein  14  ‐0.46 
P0ABB8  mgtA  Magnesium‐transporting ATPase, P‐
type 1  10  ‐0.45 
P0C0V0  degP  Periplasmic serine endoprotease  13  ‐0.44 
P0A6Y8  dnaK  Chaperone  26  ‐0.43 
P0AD96  livJ  Leu/Ile/Val‐binding protein  8  ‐0.43 
P18843  nadE  NH3‐dependent NAD+ synthetase  9  ‐0.42 
P0ABH9  clpA  ATP‐dependent Clp protease, ATP‐
binding subunit  17  ‐0.40 
P45578  luxS  S‐ribosylhomocysteine lyase  4  ‐0.38 
P00963  asnA  Aspartate‐ammonia ligase  3  0.41 
P75780  fiu  Catecholate siderophore receptor  11  0.42 
P0AEX3  kgtP  Alpha‐ketoglutarate permease  1  0.42 
58 
 
P0AB24  efeO  Iron uptake system component  8  0.42 
P15877  gcd  Quinoprotein glucose 
dehydrogenase  12  0.46 





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Gene locus  Peptides  Protein description  0–10 min 10–20 
min 
VIBHAR_00411  2  acetolactate synthase  2.22  ND 
VIBHAR_00419  7  bifunctional protein GlmU  1.08  1.53 
VIBHAR_00866  3  chemotaxis protein  1.17  2.33 
VIBHAR_00932  2  DNA polymerase III subunit beta  1.38  2.17 
VIBHAR_00989  4  MurNAc‐6‐P etherase  1.23  1.73 
VIBHAR_02109  12  non‐ribosomal peptide synthetase  1.20  2.28 
VIBHAR_02295  5  fumarate/nitrate reduction transcriptional 
regulator  ‐1.55  ‐1.12 
VIBHAR_02515  1  uncharacterized protein  ‐1.22  ‐2.80 
VIBHAR_02526  3  uncharacterized protein  ‐1.51  ‐1.08 
VIBHAR_02788  11  chemotaxis protein  11.94  ND 
VIBHAR_02831  2  type III secretion protein  1.21  2.04 
VIBHAR_03014  4  superoxide dismutase  ‐1.04  ‐1.63 
VIBHAR_03256  2  uncharacterized protein  ‐1.79  ND 
VIBHAR_03575  2  putative Holliday junction resolvase  ‐1.03  ‐2.17 
VIBHAR_04809  11  uncharacterized protein  1.51  3.11 
VIBHAR_05607  3  chitinase  ND  3.37 
VIBHAR_06502  17  ATPase  1.36  1.65 
VIBHAR_06503  30  peptidase  1.12  2.07 




















































































































Evidence Counts  26,496  131,808  158,304  16.7% 
MS‐MS Counts  23,285  147,918  171,203  13.6% 































PC1  0.128  0.254  0.300  0.343 0.399 0.325 0.378 0.387 0.393  50% 
PC2  0.583  0.407  0.428  0.196 ‐0.018 ‐0.360 ‐0.259 ‐0.220 ‐0.168  13% 
PC3  0.782  ‐0.491  ‐0.258  ‐0.127 0.023 0.224 0.109 0.038 0.018  9% 
PC4  ‐0.162  ‐0.652  0.385  0.526 0.092 0.026 ‐0.257 ‐0.212 0.064  7% 
PC5  0.042  0.296  ‐0.473  0.523 ‐0.273 0.392 ‐0.119 ‐0.386 0.147  6% 
PC6  ‐0.020  0.088  0.446  ‐0.335 ‐0.181 0.736 ‐0.202 ‐0.091 ‐0.239  5% 
PC7  0.029  ‐0.080  0.294  ‐0.100 ‐0.684 ‐0.135 0.406 ‐0.152 0.472  4% 
PC8  ‐0.031  ‐0.047  0.042  0.321 ‐0.175 0.018 0.593 0.032 ‐0.713  3% 
PC9  0.045  ‐0.022  ‐0.039  0.228 ‐0.475 ‐0.015 ‐0.375 0.757 ‐0.061  3% 
µ  0.001  ‐0.004  0.028  0.003 0.050 0.025 0.052 0.047 0.021  ‐ 
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APPENDIX C 
 
COMPARISON OF FAMILY 9 CELLULASES FROM MESOPHILIC AND THERMOPHILIC BACTERIA 
 
Abstract 
Cellulases containing a family 9 catalytic domain and a family 3c cellulose binding module 
(CBM3c) are important components of bacterial cellulolytic systems. We measured the 
temperature dependence of the activities of three homologs: Clostridium cellulolyticum Cel9G, 
Thermobifida fusca Cel9A, and C. thermocellum Cel9I. To directly compare their catalytic 
activities, we constructed six new versions of the enzymes in which the three GH9‐CBM3c 
domains were fused to a dockerin both with and without a T. fusca fibronectin type 3 homology 
module (Fn3). We studied the activities of these enzymes on crystalline cellulose alone and in 
complex with a miniscaffoldin containing a cohesin and a CBM3a. The presence of Fn3 had no 
measurable effect on thermostability or cellulase activity. The GH9‐CBM3c domains of Cel9A 
and Cel9I, however, were more active than the wild type when fused to a dockerin complexed 
to scaffoldin. The three cellulases in complex have similar activities on crystalline cellulose up to 
60°C, but C. thermocellum Cel9I, the most thermostable of the three, remains highly active up to 
80°C, where its activity is 1.9 times higher than at 60°C. We also compared the temperature‐
dependent activities of different versions of Cel9I (wild type or in complex with a miniscaffoldin) 
and found that the thermostable CBM is necessary for activity on crystalline cellulose at high 
temperatures. These results illustrate the significant benefits of working with thermostable 
enzymes at high temperatures, as well as the importance of retaining the stability of all modules 
involved in cellulose degradation. 
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Figure C.1. Temperature dependence of the activities of three homologous Cel9 cellulases in 
complex with a miniscaffoldin on Avicel. Curves are labeled as follows: white for C. cellulolyticum 
Cel9G‐do/ScafC3, gray for T. fusca Cel9A‐do/ScafC3, and black for C. thermocellum Cel9I‐
do/ScafC3. Bars indicate the standard deviations of two independent experiments. Released 
soluble sugars were assayed after 20 min with 100 nM complex and on 10 g/liter Avicel. 
 
 
This work was reported in: 
Mingardon, F., Bagert, J. D., Maisonnier, C., Trudeau, D. L., and Arnold, F. H. (2011) Comparison 
of Family 9 Cellulases from Mesophilic and Thermophilic Bacteria. Appl. Environ. Microb. 77, 
1436–42. 
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APPENDIX D 
 
CLEAVABLE BIOTIN PROBES FOR LABELING OF BIOMOLECULES VIA AZIDE‐ALKYNE 
CYCLOADDITION 
 
Abstract 
The azide‐alkyne cycloaddition provides a powerful tool for bio‐orthogonal labeling of proteins, 
nucleic acids, glycans, and lipids. In some labeling experiments, e.g., in proteomic studies 
involving affinity purification and mass spectrometry, it is convenient to use cleavable probes 
that allow release of labeled biomolecules under mild conditions. Five cleavable biotin probes 
are described for use in labeling of proteins and other biomolecules via azide‐alkyne 
cycloaddition. Subsequent to conjugation with metabolically labeled protein, these probes are 
subject to cleavage with either 50 mM Na2S2O4, 2% HOCH2CH2SH, 10% HCO2H, 95% CF3CO2H, or 
irradiation at 365 nm. Most strikingly, a probe constructed around a dialkoxydiphenylsilane 
(DADPS) linker was found to be cleaved efficiently when treated with 10% HCO2H for 0.5 h. A 
model green fluorescent protein was used to demonstrate that the DADPS probe undergoes 
highly selective conjugation and leaves a small (143 Da) mass tag on the labeled protein after 
cleavage. These features make the DADPS probe especially attractive for use in biomolecular 
labeling and proteomic studies. 
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Figure D.1. Polyacrylamide gel analysis of affinity purification of 7‐Hpg‐GFP. (A) After click 
reaction with probe 12, affinity purification from a solution containing BSA (band I), biotinylated 
HRP (band II), and 7‐Hpg‐GFP (band III), was performed on a streptavidin agarose resin. 
Wash 1 was performed with 1% SDS in PBS, wash 2 was performed with 6 M urea in 250 mM 
ammonium bicarbonate, wash 3 was performed with 1 M NaCl in PBS, and wash 4 was 
performed with 0.1% SDS in water to remove PBS. Elution with 5% formic acid was followed by 
boiling of resin in 2% SDS in PBS to remove remaining proteins. (B) Affinity purification of 7‐Hpg‐
GFP from a DH10B lysate. Wash and elution conditions were identical to those in (A). Gels were 
stained with Coomassie Brilliant Blue. 
 
 
This work was reported in: 
Szychowski, J., Mahdavi, A., Hodas, J. J. L., Bagert, J. D., Ngo, J. T., Landgraf, P., Dieterich, D. C., 
Schuman, E. M., and Tirrell, D. A. (2010) Cleavable Biotin Probes for Labeling of Biomolecules via 
Azide‐Alkyne Cycloaddition. J. Am. Chem. Soc. 132, 18351–60. 
